



その他のタイトル Structural and Functional Analysis of




















リネズミの顎下腺より分子量約 5 kDa の神経毒をほぼ精製した。またカモノハシの毒液から，





研究成果の概要（英文）：We investigated the structure and functions of paralytic neurotoxins 
from terrestrial venomous mammals. A neurotoxin (5 kDa) was almost purified from the 
salivary gland extracts of the short-tailed shrew Blarina brevicauda. From the venom fluid 
of the duck-bill platypus Ornithorhynchus anatinus, 11 unique neurotoxins, including a 
heptapeptide HDHPNPR, were identified and their biological activities have been 
characterized. We also established that platypus venom contains kallikrein-type 
protease(s), as with reptilian and shrew venom. The present findings may lead to the 
development of valuable pain-relief or vasoactive substances.  
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分子量 35 kDa の致死毒ブラリナトキシン
(BLTX)を単離し構造を決定した  [PNAS, 







































































①新規 CNP 断片ペプチドの構造 
	 カモノハシ毒液の MALDI-TOF MS 分析に






(TSKgel G2000SWXL) により毒液 5 µL を分離
したところ，低分子画分である IX と VI に 
Ca2+流入作用がみられた (図 1)．画分 IX を逆
相セミミクロ HPLC (Develosil RP-AQUEOUS 
AR-5) で分離して，ヘプタペプチド1を約400 
ng 単離した. また活性画分 VI より，ペプチ
ド 2, 5~11 も得た．さらに粗毒 1 µL を逆相セ
ミミクロ HPLC で直接分離することで，ペプ
チド 3, 4 を毒液の主成分の一つとして単離し
た． 
 
 図 1. カモノハシ毒の精製．a, ゲルろ過 HPLC 分
取クロマトグラム．b, 逆相セミミクロ HPLC によ
る 1の最終精製．c, ペプチド 2, 5~11の精製．d, 粗
毒の分離と 3, 4の検出． 
 
	 発見したペプチド 1–11 の構造は，
MALDI-TOF/TOF MS 分析により決定した．
ペプチド 1–4 および 5–11 は，それぞれカモ
ノハシ毒液に含まれるC型ナトリウム利尿ペ
プチド (OvCNP) の N 末端側の部分断片，お
よびゲノム情報から予想される OvCNP 前駆
体の部分配列  (132–150 残基 ) に一致した 
(図 2)．1, 2, 5–9 については合成標品の HPLC
分析において，保持時間が天然品と一致した．
一方 3, 4 については，全て L 配置のアミノ酸
からなるアナログ 3’, 4’の保持時間は天然品
とは一致せず，2 番目の Leu 残基が D 体に異
性化していることが判った．なおカモノハシ
毒液には L-D-ペプチドイソメラーゼが含ま
れている．OvCNP の Leu 残基や defensin の
Met 残基など，毒液ペプチドの一部は，N 末
端から 2 番目のアミノ酸残基が D 体として存
在する. よってペプチド 3, 4 は，D-Leu2残基
を含む OvCNP-39b の断片化により生成した
と考えられた. また MS/MS 解析により，10
は N 末端の Ala1–Asn2部分で脱アミノ化によ










も作用する．ヒト CNP (hCNP-53, -22) やマウ
ス CNP (mCNP-53) など種々のアナログが知








②ヘプタペプチド 1 の生物活性 
	 ヘプタペプチド 1 は IMR-32 細胞に対して，
75 µM で持続的な Ca2+流入作用を示した．ま
たカルシウムキレート剤 EGTA により，この
作用はほぼ完全に抑えられた．よって本ペプ










し Ca チャネル (L 型, N 型)，K チャネル (KA, 
KATP, hERG)，および Na チャネル (site 2) に
対する拮抗作用は，10 µM ではいずれも見ら
れなかった．そこで種々の薬理活性試験を行
った結果，ヘプタペプチド 1 は GABAA受容
体，NMDA 受容体，およびグルタミン酸受容
体などに対する拮抗作用 (10 µM で 16~21%
阻害) を示した（図 3）．またモルモット回腸
標本に対する顕著な収縮作用 (30 µM でヒス
タミン 1.7 µM と比較して 38%の応答) もみ
られた．さらに本化合物は，マウス脳内投与
による痙攣作用や，皮下投与による炎症惹起





図 3. 各種受容体に対する拮抗作用 
 
③カモノハシ毒のプロテアーゼ活性 





































BLTX や hK1 とは異なり，ヒトでは脳神経系
で主に発現し神経疾患に関わるアイソザイ
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